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RESUMEN
En este estudio se investigo el potencial antagonista de !os entomopatogenos Beauveria 
bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi y Verticillium lecanii sobre tres insectos plaga 
de los granos almacenados: Rhyzopertha dominica, Sitophilus oryzae y Tribolium castaneum. Los 
hongos fueron aislados de tejidos infectados de Anticarsia gemmatalis (N.rileyi); Diatraea 
saccharalis (B. bassiana); Acheta assimilis (M anisopliae) y Cyclocephala signaticolis (V  
lecanii). Se utilizaron insectos de 1 - 15 dias de edad criados bajo condiciones controladas de 
humedad y temperatura, provenientes de ejemplares recolectados en granos de trigo.
Los hongos fueron cultivados sobre agar papa glucosado (APG) y agar Sabouraud con extracto 
de levadura (SDA + Y), comparandose la capacidad de esporulacion en ambos. Tambien se 
evaluaron las interacciones entre las tecnicas de espolvoreo y pulverizacion en relacion a los 
porcentajes de mortalidad y colonizacion a los 6 y 15 dias de inoculados los insectos. Solo B. 
bassiana demostro in vitro una alta eficiencia como organismo de biocontrol tanto a los 6 como a 
los 15 dias, existiendo un efecto altamente significativo del medio de cultivo y la especie de insecto. 
Con APG se obtuvo una mayor produccion de conidios, cuya aplicacion por espolvoreo tuvo una 
incidencia altamente significativa, respecto a la pulverizacion, sobre los porcentajes de mortalidad 
y colonizacion. S. oryzae fue la especie mas susceptible a B.bassiana  cuando esta proveniadel medio 
APG y era aplicada por espolvoreo. T. castaneum y R. dominica demostraron la misma susceptibi- 
lidad frente a ambos medios.
Palabras clave: control biologico, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea 
rileyi, Verticillium lecanii, insectos en granos almacenados.
BIOINSECTICIDE POTENTIAL,OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN STORED
GRAIN PESTS
SUMMARY
In this research the antagonistic potential of the entomopathogens Beauveria bassiana, 
Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi and Verticillium lecanii against the stored grain insects 
Rhyzopertha dominica, Sitophilus oryzae and Tribolium castaneum was investigated. The fungi 
were isolated from infected tissues of Anticars ia gemmatalis (N. rileyi); Diatraea saccharalis (B. 
bassiana); Acheta assimilis (M. anisopliae) and Cyclocephala signaticolis (V lecanii). Insects 1 - 
15 days old which came from adults collected on wheat grains, were grown under controlled 
conditions of temperature and humidity. Fungus were cultured on dextrose potato agar (DP A) and 
Sabouraud yeast agar (SDA + Y), comparing their sporulation capacity in both media. The 
interactions between dusting and spraying techniques respect of mortality and colonization 
percentages 6 and 15 days after insect inoculations, were also evaluated. Only B. bassiana showed 
a great efficiency as biocontrol agent at 6 as well as 15 days and the effect of the culture media on 
the insect species was highly significant. With DPA the highest conidia production was obtained. 
The dusting inoculation had a highly significant incidence, compared to spraying, on the mortality 
and colonization percentages. S. oryzae was the most susceptible species to B. bassiana when this 
was grown on DPA and the dusting was used. T. castaneum and R. dominica shown the same 
susceptibility to both culture media.
Key words: Biological control, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi, 
Verticillium lecanii, stored grain insects.
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INTRODUCTION
Del com plejo de insectos que atacan a los 
granos alm acenados se destacan principalmente, 
por las cuantiosas perdidas economicas que produ- 
cen, Sitophilus oryzae  (L), Tribolium castaneum  
H erbst y Rhyzopertha dom inica  Fab.
Entre los danos mas importantes ocasionados 
por estos organism os, han sido citados la disminu- 
cion del peso, la calidad, el valor comercial y el 
poder germ inativo de las semillas (Cam panela y 
Diaz, 1978; M arsans, 1987).
Las tendencias actuales en el manejo de plagas 
se orientan hacia la preservacion del medio am- 
biente jun to  al uso de biocidas con menor toxici- 
dad, constituyendo el empleo del control integrado 
la estrategia optim a para lograr dichos objetivos. 
Dentro de ese contexto, el control biologico me- 
diante hongos entom opatogenos es una de las 
alternativas mas am pliamente desarrolladas, pues 
perm ite alcanzar exitosos resultados (Oglobin y 
Jauch, 1943; Bajan y  Kmitowa, 1977; Federici, 
1981) sin deteriorar los recursos naturales.
Debido al intenso efecto parasitario que produ- 
cen sobre un variado ran go de hospedantes (Ignoffo 
e t  a l, 1976; Ferron, 1981; Hall, 1981; Alves, 1986; 
Lecuona, 1992), Beauveria bassiana  (Balsamo) 
Vuillem in, M etarhizium  anisopliae (Metschnikoff) 
Sorokin, N om uraea rileyi (Farlow ) Samson y 
Verticillium lecanii (Zimmermann) Viegas, son 
considerados algunos de los agentes fungicos con 
mayores posibilidades en el control microbiano de 
insectos (Lecuona y Riba, 1991). Este trabajo se llevo 
a cabo con la finalidad de evaluar la patogenicidad de 
esos hongos en relacion a la mortalidad de R. 
dominica,S. oryzae y T. castaneum.
MATERIALES Y METODOS 
Aislam iento y cultivo de los hongos
N. rileyi se aislo por transferencia de tejido 
infectado de A nticarsia gem m atalis N iibner al 
m edio agar Sabouraud con extracto de levadura 
(SD A  + Y). Los cultivos de B. bassiana, M. 
anisopliae  y Vle ca n ii utilizados,pertenecientes a 
la coleccion m icologica del Centro de Estudios 
Parasitologicos y Vectores (CEPAVE) de La Pla­
ta, habian sido obtenidos a partir de Diatraea
saccharalis Fabricius, Acheta assimilis Fabricius y 
Cyclocephala signaticolis Burm. respectivamente, 
segun la tecnica de Poinar y Thomas (1982) en el 
medio agar extracto de malta. Con el fin de obtener 
suficiente cantidad de inoculo para las pruebas de 
patogenicidad, las colonias fungicas se repicaron a 
tubos con agar papa glucosado (APG) al 2%  y SDA 
+ Y, cada uno de los medios dispuestos en pico de 
flauta. La incubacion de los microorganismos fue 
realizada en estufa a 25°C durante 15 dias.
Crianza y seleccion de los insectos
Las tres especies de insectos estudiadas, se cria- 
ron en cam ara climatizada con humedad relativa y 
temperatura controladas (70 ±  5% y 27 ±  2°C). Los 
primeros adultos, provenientes de granos de trigo 
cosechados en Magdalena (Provincia de Buenos 
Aires) y libres de todo tipo de contamination con 
plaguicidas, se separaron por especies en frascos de 
vidrio de 250 ml y tapa con malla metalica. En cada 
envase fueron colocados 50 individuos de la misma 
especie con 50 g de sus respectivas dietas, las que son 
indicadas en el cuadro N° 1.
Estos insectos despues de perm anecer 15 dias 
en los frascos para permitir la oviposicion, fueron 
transferidos a nuevos envases de cria con alimen- 
to. El mismo proceso se repitio sucesivam ente 
hasta obtener una cantidad suficiente de indivi­
duos, los que luego sedan em pleados en las prue­
bas de patogenicidad. Las edades de los insectos 
seleccionados para el bioensayo variaron entre 1 y 
15 dias.
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Pruebas de patogenicidad
Transcurrido el periodo de incubacion de los 
hongos, fueron extraidas las masas conidiales con 
ayuda de un ansa para procesarlas segun dos 
m etodos distintos de inoculacion. La mitad del 
micelio se destino al espolvoreo de los insectos y el 
resto fue suspendido en una solucion de agua 
destilada esteril + 0,05%  del tensioactivo Triton 
X-100 hasta alcanzar la concentracion de 6 x 106 
conidios/m l, para ser aplicado por pulverizacion. 
En el espolvoreo se utilizo dispositivo manual de 
gom a que funciono como bomba y deposito del 
inoculo, insuflando aire a traves de una boquilla de 
vidrio capilar de 1 mm. de diametro. Otro tubo 
lateral de 0,5 mm. de diametro, proximo a la salida 
del capilar, actuo como obstaculo generando la 
turbulencia y dispersion del haz de particulas.
Dicho dispositivo perm itia depositar cantida- 
des uniform es de 0,16 mgr conidios/100 insectos 
de cada especie. El recuento de esporas del inoculo 
fue de aproxim adam ente 6 x 106 conidios/mgr.
Para la pulverizacion se empleo un micro- 
pulverizador de aire comprimido, con el que fue 
asperjada la suspension conidial a razon de 800 
cm3 de agua/por tonelada de grano. Los testigos 
solo fueron pulverizados con una solucion de agua
destilada esteril y el tensioactivo. Se efectuaron 3 
repeticiones por tratamiento, incluyendo 50 insec­
tos de una misma especie por repeticion. A los 6 y 
15 dias desde el m omento de las inoculaciones fue 
determinado el numero de individuos m uertos, los 
cuales se colocaron en camaras hum edas a fin de 
establecer los porcentajes de colonizacion.
Este valor se obtuvo a partir de los insectos que 
luego de perm anecer 7 dias en cajas de Petri con 
papel de filtro esterilizadas y hum ectacion cons- 
tante, mostraban el signo de la infeccion fungica.
El diseño experimental utilizado fue un factorial 
com pletamente aleatorizado sin la existencia de 
bloques. Los datos originales, expresados en por­
centajes, fueron m odificados m ediante la trans- 
formacion arcoseno %, llevandose a cabo un ana- 
lisis de la varianza. El estudio estadistico se com- 
pleto con la prueba de Tuckey.
RESULTADOS
De los hongos entom opatogenos que formaron 
parte del ensayo, M  anisopliae , N. rileyi y V. 
lecanii produjeron una mortalidad de los insectos 
muy baja, nula o inferior al 30%  tanto por espol­
voreo como por pulverizacion (Cuadro N°2). De- 
bido a ello el estudio se continuo con B. bassiana , 
la unica especie que dem ostro in vitro  una alta
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eficiencia como organism o de biocontrol. En ese 
sentido, los resultados de las inoculaciones (Cua- 
dros N°3 y 4) evidenciaron un elevado porcentaje 
de m ortalidad y colonizacion, tanto a los 6 como a 
los 15 dias de iniciado el tratamiento.
De los dos m edios em pleados para el cultivo de 
B. bassiana , sobre APG la m asa de micelio fue 
m as abundante, obteniendose un volum en de 
inoculo m ayor con respecto al medio SDA + Y. 
Entre las 24 y 72 hs post mortem  de casi todos los 
insectos m antenidos en camara humeda, se obser- 
vo la em ergencia de micelio bianco algodonoso (B . 
bassiana) o bianco verdoso (N. rileyi) a traves de 
las m em branas intersegm entales y los orificios 
orales y anales, con tendencia a reducir totalmente 
la  superfic ie  d e l cuerpo(Fig. 1,2 y 3). Sobre el resto 
de los cadaveres, una cantidad infima de insectos 
inoculados pero no infectados, asi como en los 
testigos m uertos, solo desarrollaron algunos hon­
gos saprobios.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
Segun Lecuona y Riba (1991) de los agentes 
entom opatogenos, pocas especies se consideran 
candidatos seguros para el control microbiano de 
insectos, entre ellas Beauveria  spp. y M etarhizium  
spp., B. bassiana , hyphom ycete que por su facil 
m anejo y alto grado de esporulacion llego a supe- 
rar a M  anisopliae , N. rileyi y  V. lecanii, tuvo 
sobre ellos la ventaja adicional de ejercer una 
accion patogenica mas intensa en relacion a R. 
dominica, S. oryzae  y T. castaneum. Con respecto 
a la eficiencia de los dos metodos de inoculacion, 
se observo que para todos los casos (% de morta- 
lidad y % de colonizacion a los 6 y 15 dias) existio 
un efecto altam ente significativo de la forma de 
aplicacion en relacion a las tres especies de insec­
tos. En general el espolvoreo produjo un mayor 
control que la pulverizacion, siendo S. oryzae el 
hospedante m as susceptible. La presencia de 
interaccion indico que el tipo de tratamiento no 
efectaba por igual a las distintas plagas y que T. 
castaneum  fue el m enos afectado por el espo1voreo 
(Fig. 4).
El analisis estadistico correspondiente, de- 
mostro una incidencia altam ente siginificativa del 
medio de cultivo y la especie de insecto, como asi 
tam bien una interaccion altam ente significativa
entre ambas fuentes de variacion. Esto quedo 
reflejado en el mayor numero de individuos muer- 
tos cuando el hongo se desarrollo en APG. R. 
dominica  fue en promedio la especie m enos resis- 
tente al patogeno y la interaccion surgio por el 
com portamiento diferencial de S. oryzae , el mas 
sensible cuando el hongo provenia del medio APG 
y se lo aplico por espolvoreo. T. castaneum  y R. 
dominica  dem ostraron la misma susceptibilidad 
frente a cualquiera de los dos medios (Fig. 5)
Asi como algunos autores com probaron que 
existe especificidad parasitaria en las asociaciones 
patogeno - hospedante (Farguez, 1976; Pekrul y 
Grula, 1979; Lecuona, 1989), otros hallaron lo 
contrario (M ilner, 1982; Boucias y Latge, 1988). 
Los resultados aqui registrados indican presencia 
de especificidad en M  anisopliae  y V. lecanii, una 
especificidad intermedia en N. rileyi y ausencia de 
la misma en B. bassiana. Del conjunto de hongos 
entomopatogenos utilizados en este en sayo, solo 
con B. bassiana  pudieron lograrse niveles de 
mortalidad y colonizacion significativos. El hecho 
permite considerar como muy prom isoria, la in­
clusion del hongo para el biocontrol de estos 
insectos en granos almacenados.
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